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                         摘要 
 
HIV 自发现以来，已经累计造成约 4000 万人死亡，并且到 2015 年为止大约
有 3670 万人携带 HIV 病毒。HIV 是一种逆转录病毒，能够攻击人类的免疫系统，
可以潜伏在病人体内数多年而不发病，并且可以通过多种方式逃避机体的免疫系
统的攻击。到目前还没有有效的疫苗来控制 HIV 的感染和蔓延，因此，对于 HIV
疫苗的研究和探索有很大的意义。 
因为 HIV gp41 糖蛋白的近末端区（MPER）是线性表位，高度保守而且富含
酪氨酸，并且是广谱中和抗体 2F5,4E10,10E8 等识别的位点，因此本研究选择
MPER 表位作为研究对象。本研究利用白喉毒素 A 亚基（CRM197-A）作为蛋白
载体，融合表达 MPER 的 2F5（ELLELDKWA）和 4E10(LWNWFDITNWL)表位,
增强表位免疫原性。融合蛋白经过包涵体纯化后进行小鼠免疫评价。免疫后利用
酶联免疫吸附实验（ELISA），病毒中和实验，流式细胞仪等方法评价免疫血清。
免疫效果较好的小鼠进行杂交瘤细胞的制备并筛选 MPER 特异性单克隆抗体，
并利用 ELISA，丙氨酸扫描，病毒中和实验，同源模建对抗体进行性质鉴定。本
研究也探索了 DNA 初免，蛋白加强免疫策略在 MPER 表位特异性抗体诱导中的
效果。免疫后用 ELISA，病毒中和实验对免疫方案评估。 
研究表明，融合蛋白有较好的免疫原性，可以刺激小鼠产生 Th1 和 Th2 类
的免疫反应，并且产生针对 MPER 表位的特异性抗体，而且部分小鼠血清可以
检测到对不同病毒株的交叉中和。小鼠进行脾脏杂交瘤细胞制备筛选得到 10 株
MPER表位特异性单克隆抗体。抗体对gp41上的MPER表位有较好的结合能力，
18C8-1 和 21A1-1 有交叉中和能力，丙氨酸扫描发现这两株抗体与 4E10 有相同
的氨基酸识别位点。同源模建结果表明，18C8-2 与 MPER 抗原结合主要是通过
抗体的重链。DNA 初免后部分方案免疫血清可以检测到较高反应性，完成蛋白
免疫加强后，免疫血清中和能力较弱，因此需要进一步的探索。 
本研究首次证明，和 4E10 抗体识别相同表位的抗体可以在小鼠体内诱导出
来，这为疫苗的研究和探索提供有力的支持。另外，本研究也证明，CRM197-A
作为载体蛋白有较好的免疫原性，而且可以刺激小鼠的 T 细胞免疫应答，可以应
用于其它疫苗的开发和研究。 
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Abstract 
 
The HIV has resulted in 40 million death since it has been found in 1981 and 
there are 36.7 billion people living with it. HIV is a retrovirus that can attack the human 
immune system and can lurk in the patient for decades without disease, and can escape 
the immune system's attacks in a variety of ways. There is no effective vaccine to 
control the infection and spread of HIV, therefore, for the HIV vaccine research and 
exploration of great significance. 
In this study, the MPER epitope was choosed to study for has obviously attractive 
features: highly conserved, tryptophan-rich and linear epitope recognized by bNAbs 
including 2F5, 4E10, and 10E8. We fused the 2F5 (ELLELDKWA) and 4E10 
(LWNWFDITNWL) epitope in the CRM197-A to enhance the epitope immunogenicity. 
The purified fusion proteins were used to immune Babl/C mice, and all the immune 
sera were evaluated by enzyme-linked immunosorbent assay(ELISA), virus 
neutralization test and flow cytometry. Mice with good immune effect were prepared 
hybridoma cells and the MPER epitope specific monoclonal antibody were screened. 
The anbodies were characterized by ELISA, alanine mutation scanning, virus 
neutralization test and homologous modeling. This study also explored the effect of 
DNA priming and protein-boosting immunization strategies on MPER epitope-specific 
antibody induction. Immunization was assessed by ELISA, virus neutralization and 
immunization regimens. 
 The study had shown thad the fusion proteins had good immunogenicity, and it 
could stimulate mice Th1 and Th2 immune response. The immunization produced 
specific antibodies against the MPER epitope and the immune sera could neutralized 
different HIV-1 virus. 10 MPER specific monoclonal antibodies were screened after 
spleen hybridoma. These antibodies had good binding ability to MPER epitope on gp41, 
and 18C8-2 and 21A1-1 had cros-neutralization ability. Alanine scans showed that the 
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 VIII  
two antibodies recognized the same amino acid as 4E10. The results of homologous 
modeling showed that the binding of 18C8-2 to MPER antigen was mainly through the 
heavy chain of the antibody. After DNA prime and 2F5 epitope fused VLP protein 
enhanced immunizing, partial groups induced a higher titer against gp41, but no 
neutralizing ability were observed in all groups. All these indicated that the anchored 
MPER epitope scheme need be improved.  
This study, while, for the first time, has showed that antibodies that recognize the 
similar epitope as 4E10 coult be induced in mice, which provide strong support for 
vaccine research and exploration. In addition, this study also proved that CRM197-A 
as a carrier protein has good immunogenicity, and can stimulate the mouse T cell 
immune response. So it can be applied to other vaccine development and research. 
Key words: HIV-1; Diphtheria toxin; MPER epitope; vaccine 
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HIV: Human Immunodeficiency Virus 人类免疫性缺陷病毒 
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 1  
前言 
1 HIV 相关背景 
1.1 HIV 在世界范围的流行性 
人类免疫缺陷病毒（Human Immunodeficiency Virus）是有包膜的双链正
链 RNA 病毒[2]。自 1981 年发现以来，已经累计造成约 40000000 死亡（包括
死于相关疾病：肺结核，宫颈癌，癌症等）并且自发现以来已经迅速传播到
世界各地（图 1.1）。截至 2015年，全球大约有 36700000成人和儿童携带HIV，
并且在不同国家和地区的流行差别较大，在美洲地区主要以 B 亚型为主，而
在非洲主要以 C 亚型为主，在亚洲不同地区差别较大，主要是 AE 型，C 型
流行（图 1.2）。随着医疗卫生条件的改善和各国家政府 HIV 的重视，越来越
多的患者接受相关治疗，并且与 HIV 相关的死亡人数正在不断下降。自 2000
年以来，HIV 相关死亡人数在 2005 年达到顶峰，之后逐步下降，同时，接受 
图 1.1 HIV 在全球的分布情况[1] 
        Figure 1.1 The distribution of HIV in the world 
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相关治疗的患者正在逐步增加（图 1.3）。 
图 1.2 HIV 不同型别在全球的流行 
Figure 1.2 Different types of HIV virus strains in the global 
图片来源：HIV Databases 
在 2015 年，全球新发感染人数约为 2100000（图 1.4），与 2000 年相比下降了
34.3%（3200000）图[1]。 
图 1.3 2000 - 2015 年全球抗逆转录病毒治疗覆盖率和艾滋病相关死亡人数[1]  
Figure 1.3: Antiretroviral therapy coverage and number of AIDS-related deaths, 
global,2000–2015 
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图 1.4  2015 年成人和儿童人数新感染艾滋病毒[1] 
Figure 1.4 Estimated number of adults and children newly infected with HIV of 
2015 
 
1.2 HIV 的基因组 
HIV 的基因组是由两条正链的 RNA 组成，其全长约 9.8kb，主要编码三种
结构蛋白：gag, pol, env 和六种调节基因：tat, rev, vif, vpr, vpu, nef(图 1.5)。在基
因的两段各有一个 LTR 区（long terminal repeat）其主要功能有：结合宿主转录
因子的调控区域，转录起始的必须序列，与 tat 的 RNA 反式激活元件（TAR）
相结合；结构蛋白 gag 的功能为：编码翻译相关结构蛋白，主要包括 p17 
(Matrix),P24(Capsid),p7 ( Nucle Capsid)和 P6[3-5]；Pol 基因主要编码多种病毒酶
基因包括蛋白酶（PR），反转录酶（RT），RNA 酶（P65/50）和整合酶（IN）；
ENV 基因首先转录翻译为前体蛋白 gp160,然后再剪切加工为 gp120 和 gp41，
gp120 和 gp41 通过非共价键形成病毒颗粒表面的三聚体功能蛋白[6-8]。调节基因
tat（transactivator）的功能为:结合 TAR，与细胞的周期素 T1、CDK9 分子一起
增强 RNA 聚合酶 2 在病毒 DNA 模板上的延伸[9-13]；REV（病毒基因表达调控
因子 P19）的功能为：结合 RRE，抑制病毒 RNA 的剪切，促进不完全剪切 RNA
的出核；Vif(病毒感染性因子 P23)：降低宿主因子的抑制，促进稳定的 RT 复合
物的产生；Vpu(病毒蛋白 u)：能够促进 CD4 降解，并且与病毒颗粒的释放有关
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[14]；nef(负调控因子 P24)：降低细胞表面的 CD4 和 MHC1 表达、抑制细胞凋
亡、调节细胞激活状态、增强病毒的感染性、加快病人的发病速度；vpr(病毒蛋
白 R，P15)：促使细胞停留在细胞周期的 G2 期、协助病毒感染巨噬细胞； 
 
图 1.5 HIV 的基因图 
Figure 1.5 HIV gene map 
图片来源：www.stanford.edu/group/virus/retro/2005gongishmail/HIV.html 
1.3 HIV 的生活周期 
HIV 的生活周期主要包括以下几个阶段：病毒吸附，侵入细胞并脱壳，反转
录为 DNA，整合到宿主染色体，病毒 RNA 转录，翻译，新病毒颗粒的装配，释
放和成熟。 
病毒吸附宿主细胞表面主要依靠病毒颗粒表面的膜蛋白与宿主表面的特异
性受体结合。CD4 是宿主细胞表面主要与病毒颗粒相互作用的抗原[15]，病毒表
面的 ENV 蛋白与 CD4 受体结合后，诱导病毒膜蛋白的构象发生变化，同时与宿
主表面的辅助受体 CCR5 或者 CXCR4 相互作用[16, 17]，进一步诱导病毒膜蛋白的
gp41 发生构象变化，促使 gp41 N 端的融合肽与宿主细胞膜相接触进而诱导病毒
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